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(54) Htk: CHROMATOGRAPHIC PURfflCATION AND SEPARATIC»J PRCXZESS FOR MIXTURES OF NUCLEIC ACIDS 

(54) Bezeidmiing: VERFAHREN ZUR CIHROMATOGRAFHISCHEN REINIGUNG UND TRENNUNG VON NUCLE- 
mSAUREGEMISCHEN 

(57>Alistnct 

A cfaromatDgrqibic purification and separation process for nuxtmes of nucleic aads is drsdosfd. The nucleic acids to be separated and 
purified are adscrbed on a sobstcaie firom a solution which has a hi^ salt concentration Oonic strength) and/or a high alcohol concentration, 
dien desorption of the substrate is carried out by means of a solution widi low salt COTcentration (ioidc strength). The process is charactoised 
in that the mixture of nucleic acids is adsorbed on a porous or non-porous mineral substrate made of mettl oxides andAv mi^ ^ metal 
oxides, sibca gel, m a t e ri a ls composed mainly of glass, aluminium oxide, zeolitfaes, titanium dioxide, zirconium dioxide. The mixture of 
nucleic acids is adsorbed on the substrate £rom an aqueous adsocptiott solution with a high salt coDceniraiioo (ionic strength) and with 1 to 
50 % by volume ali ph atic alcohol with a 1 to 5 carbon atoms long chain, and/or polyethylene glycols (PEG) and/or hydrophobic, inorganic 
andioi organic polymers and/or org^iic acids, such as trichloracetic acid (TCA). If required, the mixture of nucleic acids is then washed 
with a washing scdmion, eluted with a solution having a lower salt concentration Gonic strength) and the thus obtained nuclnc acid or 
nucleic acid fiacticm is collected. 

(57). ZttsammeniBssimg 

Ver&hreD zur cfaromatognidiischen Reinigung und Trennung von NudeinsauregemischeD dutch Adsorption der zn trenncDden and 
reinigenden Nudeinsauren ans einer Losimg, die eine hohe Sal2konzentxation (lonenstaike) undA>der eine bohe Alkobolkonzentzation 
aufweist an einen Trager, gefolgt von eincr Desorption von dem Triger mittels einer Losung mit geringcfci -^iTVftw»t>ff tP*!i^ (lonenstSike), 
dadurch gekennzeichnet, daB das Nudeinsauregemisch an einem pwosen Oder nicbt porosen mineialischen Trager ans MetaDoxiden nnd/odo' 
MetaHmischoxiden, Sxlicalgel, Materialien, die uberwiegend aus Glas bestehen, Aluminiumoxid, Zeolithe, Titandioxid, Zirkondioxid aus 
einer waSrigen Adsorptionslosung mit hober Salzlconzentration (lonenstaike) und mit 1 bis 50 Vol.- % aliphatischen Alkohob eincr 
Kettenlange von Ci - C5 und/odcr Polyethylenglykiol (PEG) und/oder hydrophobe, anorganische und/oder organische Polymcre und/oder 
oiganiscbe Saure, wie Trichlorcssigsaure (TCA), adsorbiert wird; gegebenenfisLQs mit einer Waschldsung gewaschen und danach mit einer 
Losung geringerer Salzkonzenttation (lonenstiilce) eluiert wird und die erlsaltene Nudeinsaure oder Nucleinsaureficaktion gesammdt wild. 
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Verfahren zur chroma tooraphis chen Reinicrung 
iind Trennuna von Nucleinsaureaemischen 

Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist ein Verfahren zur 
chromatographischen Reinigung und Treimiing von Nucleinsaxire- 
gemischen gemaS Oberbegriff des Anspruchs 1, die Verwendxxng 
des Verfahrens zur Reinigung von Nucleinsaurefragmenten, die 
Modif izierungsreaktionen unterzogen worden sind, eine 
Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens, eine waSrige 
Losoing, die im erf indungsgemaSen Verfahren einsetzbar ist 
sowie die Verwendung dieser Losung. 

Die Adsorption von Nucleinsauren an Glas- oder Silicagelpar- 
tikeln in Gegenwart von chaotropen Salzen ist bekannt (Vogel- 
stein, B. and Gillespie, D. (1979) Preparative and analytical 
purification of DNA from agarose., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 76: 615 - 619) . Gemafi dieser Methode wird DNA aus Agaros- 
egelen sowie RNA- und DNA-Praparate aus verschiedenen Extrak- 
ten unter Verwendung von hohen Konzentrationen chaot roper 
Salze in Natriumiodid, Natriumperchlorat oder Guanidin- 
thiocyanat isoliert und gereinigt (Boom, R. et al . (1990) 
Rapid and simple method for purification of nucleic acids, 
J. Clin. Microbiol. 28, 495 - 503 und Yamado, O. et al . 
(1990) A new method for extracting DNA or RNA for polymerase 
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chain reaction. J. Viro. Methods 27, 203 - 210) . Zwar sind 
die genauen pysikalischen Vorgange, die zu einer Adsorption 
der Nucleinsauren in Gegenwart chaotroper Reagenzien an 
mineralische Trager fuhren nicht im Detail geklart, jedoch 
geht man davon aus, daE die Ursache fur die Adsorption in 
der Sterling ubergeordneter Strukturen des wafirigen Milieus 
zu suchen ist. DadDei wird die in Losung befindliche Nuclein- 
sSure an der Oberflache der Glas- bzw. Silicalgelpartikel 
adsorbiert oder denaturiert. Die Adsorption ist in Anwesen- 
heit von hohen Konzentrationen chaotroper Salze fast quanti- 
tative Die Elution der adsprbierten Nucleinsauren erfolgt 
in Anwesenheit von Puffem mit geringer lonenstarke (Salz- 
konzentration) . Durch die, Verf ahren des Standes der Technik 
werden Nucleinsauren und Fragmente einer GroSe von 100 
Basenpaaren (bp) bis 50.000 Basenpaaren (bp) ermoglicht. Es 
war bi slang jedoch nicht moglich, ktirze einzel- oder doppel- 
strangige Nucleinsauref ragmente (100 bp und kleiner) von sehr 
kurzen (20 bis 40 Nucleotide) einzel strangigen Oligo- 
nucleotiden (Primem) quantitativ zu trennen. 

Diese Nucleinsauregemische entstehen typischerweise als- 
Aittplif ikationsprodukte zum Beispiel gemaE der Polymerase- 
kettenreaktion (PGR) . Die aus dieser Reaktion entstehenden 
Produkte werden haufig anschliefiend molekularbiologisch 
ahalysiert, indem die ublichen Techniken wie DNA-Sequen- 
zierung, DNA-Hybridisierung, Klonierung, Restriktion und 
Transformation durchgefuhrt werden. Damit lassen sich 
analytische Parameter wie Aussagen uber Genmutationen fur 
die genetische Beratung oder Erregemachweise in der medi- 
zinischen Diagnostik (HIV) gewinnen. Urn das Potential dieser 
Diagnostikverf ahren nutzen zu konnen, ist eine quantitative 
Trennung bzw. Reinigung dieser haufig recht kleinen DNA- 
Pragmente (100 Basenpaare) sehr wichtig. 

Die zur Zeit zur Verfugung stehenden Reinigungsmethoden 
basieren auf der Ultrafiltration, der High Pressure Liquid 
Chromatography (HPLC) oder der Extraktion von Nucleinsaure- 
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fragmenten aus Agarosegelen in Anwesenheit chaotroper Salze 
durch Niederschlagen auf Glas- oder Silicagelpartikel . Diese 
Methoden sind jedoch nur mit niedriger Effizienz zur Trennung 
von Nucleinsauregemischen bestehend beispielsweise aus einem 
kurzen doppelstrahgigen DNA- Fragment (100 bp) und einem 
kleineren einzelstrangigen Oligonucleotid (zum Beispiel 3 9 
mer) geeignet. . 

Das technische Problem der vorliegenden Erfindung besteht 
darin, ein Verfahren bereitzustellen, mit dem es moglich ist, 
die oben genannten Nachteile des Standes der Technik zu 
vermeiden. Gelost wird das Problem durch ein Verfahren zur 
chromatographischen Reinigung und Trennung von Nucleinsaure- 
gemischen gemaS den Merkmalen des Anspruchs 1. Die darauf 
folgenden Unteranspruche 2 bis 13 betreffen bevorzugte 
Ausfuhrungsformen des erf indungsgemaSen Verfahrens. 

Der Anspruch 14 betrifft eine Verwendung des erfindungs- 
gemafien Verf ahrens zur Reinigxing von Nucleinsauref ragmenten 
nach Modifizierungsreaktionen. Der Anspruch 15 betrifft eine 
Vorrichtung zur Durchf uhrung des erf indungsgemaiSen Verf ahrens 
und Anspruch 16 betrifft eine bevorzugte Ausfuhrxmgsf orm der 
erfindungsgemaSen Vorrichtung. Der Anspruch 17 betrifft eine 
wa&rige Losving verwendbar im erf indungsgemaSen Verfahren und 
Anspruch 14 betrifft eine Zusammenstellung der Komponenten 
gema£ Anspruch 15 und Anspruch 17. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren nutzt die an sich bekannte 
Eigenschaft von Nucleinsauren aus, in Gegenwart chaotroper 
Salze, Salzlosungen hoher lonenstarke (hoher Konzen- 
trationen) , Reagenzien wie z . B . Hamstof f oder von Mischun- 
gen dieser Subs ta n zen auf mineral ischen Trager niederzu- 
schlagen und durch Einwirkung von I^osungen geringer lonen- 
starke (Salzkonzentration) zu eluieren. So schlagt die PCT/EP 
92/02775 der Anmelderin vor, ein Nucleinsauregemisch zunachst 
in einem Medium niederer lonenstarke auf einem Anionenaus- 
tauschermaterial zu adsorbieren, danach die Nucleinsaure mit 
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einem Puffer hSherer lonenstarke zu desorbieren und danach 



niederen Alkoholen und/oder Polyethylenglycol und/oder 
organischer Sauren, wie Trichloressigsaure (TCA) , die 
Nucleinsauren auf einem mineralischen Tragermaterial zu 
adsorbieren. Die Nucleinsauren werden dann vorzugsweise mit 
Wasser oder einer Pufferlosung geringer lonenstarke eluiert. 

Es hat sich nion herausgestellt, daE zur Trennung von Nuclein- 
sauren die vorherige Reinigung an Anionenaustauscher- 
materialien unterbleiben kann. Uberraschenderweise laEt sich 
auch durch die Adsorption von Nucleinsauren in Gegenwart 
chaotroper Salze hoher Konzentration und Desorption der 
Nucleinsauren mit Losungeh geringer lonenstarke eine hervor- 
ragende Fraktionierung eines Nucleinsauregemisches erzielen. 

Durch das erf indungsgemaSe Verfahren wird es mithin er- 
moglicht, in einem Arbeit sschritt durch Adsorption der zu 
trennenden Nucleinsauren und Elution in effizienter Weise 
interessierende Nucleinsauref raktionen zu erhalten, ohne 
vorherige Reinigungsschritte . 

Sollen nucleinsaurehaltige Proben als Quellen der zu reini- 
genden und isolierenden Nucleinsauren dienen, werden diese 
Quellen in an sich bekannter Weise aufgeschlossen, beispiels- 
weise durch Detergenzbehandlung oder mechanische Einf lusse 
wie Ultraschall oder Zerkleinem. Dabei kann die zur Aufnahme 
der Nucleinsauren verwendete Losung bereits chaotrope Salze 
in hoher Konzentration enthalten. Nach Entfemung eventuell 
vorhcuidener grober Zellbestandteile durch Zentrif ugation oder 
Filtration (WO 93/11218 und WO 93/11211) wird die Losxing dann 
mit einem mineralischen Tragermaterial in Kontakt gebracht, 
um aus der Losung mit hoher lonenstarke chaotroper Salze die 
Nucleinsauren auf dem mineralischen Trager zu adsorbieren. 



im Puffer mit dieser hoheren lonenstarke in Gegenwart von 



Eine Abwandl\ing des erf indungsgemaSen Verfahrens besteht 
darin, den Aufschlufi der Nucleinsauren direkt in dem 
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Puf f ersystem, das zur Adsorption eingesetzt wird, durch- 
zufuhren. Dann wird eine besonders giinstige Nucleinsaure- 
verteilung gewiimbar. 

Ublicherweise warden Nucleinsauren aus eukaryontischen 
imd/oder prokaryontischen Zellen (darunter auch Protozoen 
vmd Pilze) und/oder aus Viren gewonnen. Dabei werden die 
Zellen imd/oder Viren beispielsweise \inter stark de- 
naturierenden und gegebenenf alls reduzierenden Bedingungen 
aufgeschlossen (Maniatis, T,, Fritsch, E.F. & Sambrook, S., 
1982, Molecular Clonin Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
University Press, Cold Spring Harbor) • 

Eine besondere Aus f{ihrungs form der Erfindung eignet sich 
insbesondere zur Plasmid- oder Cosmid-DNA-Praparation aus 
E.coli. Nach der .Lyse der E. coli -Zellen mit Natronlauge/SDS 
wird mit 0,2 - 0,9 M Kaliumacetat (KAc) neutralisiert . 

Ublicherweise wird nach der Lyse der Zellauf schluJS mit SDS 
mit 3 M Kaliumacetat neutralisiert . Um die Zellbruchstucke 
abzuzentrifugieren, wird dem Zell-Lysat. daim 5 M Guanidin- 
hydrochlorid oder eine andere chaotrope Hochsalzlosung 
zugegeben. Bei Minipraparationen von E.coli ergibt dies ca. 
2 - 3 ml der ah Silicagel zu adsorbierenden Probe, was jedoch 
nachteilig ist, da es dann in mehreren Stunden abzentri- 
fugiert werden muS. 

Das erf iiidxingsgemadSe Verfahren verwendet nach der Natron- 
lauge/SDS Lyse z- B. Salzlosungen mit vorzugsweise 



0,2 M KAc / 5,5 M GuHCl, 

0,2 M KAc / 5,5 GITC, 

0,2 M NaAc / 6 M Na ClO^, 

0,2 M NaAc / 6 M GuHCl sowie 

0,2 M NH4AC / 6 M NaClO^. 
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Dadurch wird eine Neutralisation der Zell-Lyse xind gleich- 
zeitige Einstelliing der Probe auf Hochsalzbedingungen in 
Silicagel erreicht, wodurch eine wesentliche Arbeit ser- 
leichterung in der taglichen Praxis erf olgt . Weiter vmrde 
liberraschenderweise f estgestellt , dafi die Adsorption von 
Nukleinsauren an Silicagel auch in Anwesenheit von 
anionischen oder kationischen oder neutralen Detergentien, 
wie 2. B. SDS, NP40, Tween 20 Triton X-100, CTAB in Kom- 
bination mit chaotropen Salzen stattfindet, oder durch die 
Anwesenheit dieser Detergentien die DNA-Ausbeute sogar noch 
erhoht . 

Weit verbreitet ist der Aufschlufi der Zellen mit Detergenzien 
als denatixrierende Reagenzien und die Verwendiing von be- 
stimmten Enzymen zum Abbau der Proteins trukturen und nuclein- 
saurespaltenden Enzymen. So werden beispielsweise Natrium- 
dodecylsulfat (SDS) und EDTA als denaturierende Agenzien 
verwendet und Proteinase K zum Abbau von Proteinen. Das 
Ergebnis dieses Auf schluEverf ahrens ist meistens eine 
hochviskose gallertartige Struktur, aus der die Nucleinsauren 
mittels Phenolextraktion isoliert werden. Die Nucleinsauren 
blexben dabei in groSer Lange erhalten und werden nach 
Dialyse und Prazipitation aus der wafirigen Phase entfemt. 
Dieses Auf schlufiverf ahren ist gegenuber Nicht-Nucleinsaure- 
Strukturen so aggresiv, dafi dera Verfahren auch Gewebestucke 
unterworfen werden konnen. 

Wegen der arbeitsintensiven Technik mit mehrf achem Wechsel 
der ReaktionsgefaEe ist diese Methode jedoch fur groSe 
Probenaufkoramen und Routinepraparationen xxngtostig. Dieses 
Verfahren ist zwar automat isierbar, jedoch bewaltigt eine 
handelsubliche Apparatur gegenwartig etwa 8 Proben gleich- 
zeitig in vier Stunden (Applied Biosystems A 371) . Das 
Verfahren ist somit teuer und eignet sich nicht fur die 
Durchschleusung groSer Probenserien. Weiterhin ist nach- 
teilig, dafi die Folgereaktionen, wie enzymatische Amplifi- 
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kation, infolge der groSen Langen der isolierten Nuclein- 
sauren gestort sind. Daruber hinaus sind die anfallenden 
Losungen hochviskos und schwer handhabbar. Insbesondere DNA 
sehr groSer Lange ist eher storend, da die mit dem Verf ahren 
gemalS dem Stand der Technik gewonnenen Nucleinsauren ge- 
sondert zerkleinert werden mussen, urn weiterverarbeitet 
werden zu konnen. 

Der Auf schluE von eukaryontischen iind/oder prokaryontischen 
Zellen xind/oder Viren in alkalischem Milieu in Gegenwart von 
Detergenzien, ist technisch zwar einfach, liefert jedoch auch 
Nucleinsauren mit groEer Lange, die wie oben geschildert von 
Nachteil sind. 

An die Rohpraparation der Nucleinsauren schliefien sich Folge- 
reaktionen an, Diese Folgereaktionen erfordem eine bestimmte 
Qualitat der Nucleinsauren. So mussen diese weitestgehend 
unversehrt sein, die Ausbeute der Praparation mufi hoch und 
reproduzierbar sedLn, aiiEerdem mussen die Nucleinsauren in 
hoher Reinheit, frei von Proteinen und Zellmetaboliten 
vorliegen. Der Praparationsweg muE einfach xind wirtschaf tlich 
sein und die Moglichkeit zur Automation bieten. Die Pra- 
paration der Nucleinsauren muS ohne die Gefahr von Kreuz- 
kontaraination anderer Proben moglich sein, insbesondere wenh 
enzymatische Arnplif ikationsreaktionen, wie Polymerase Chain 
Reaction (PGR) {Saiki, r., Gelfand, D.H. , Stoffel, S., 
Scharf, S.J., Higuchi, R., Horn, G.T. , Mullis, K.B. & 
Ehrlich, H.A. (1988), Science 239, 487 - 491) und Ligase 
Chain Reaction (LCR) ( EP-A-8 83 11 741.8), Anwendung finden. 
Fur diese Folgereaktionen ist es wunschenswert , die Nuclein- 
sauren in nicht zu groSer Kettenlange zu erhalten, die Zellen 
inoglichst quaint itativ auf zxischlieSen und im ubrigen die oben 
genannten Nachteile der im Stand der Technik bekannten 
AufschlulSverf ahren zu vermeiden. 

Es ist mithin wunschensweirt , dalS ein Verf ahren die Isolierung 
und Konzentrierung von Nucleinsauren aus intakten eukaryon- 
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tischen und/oder prokaryontischen Zellen und/oder Viren oder 
aus Korperf lussigkeiten ermoglicht . Insbesondere soil die 
dabei anfallende Nucleinsaure sich durch nicht zu groSe 
Kettenlangen auszeichnen, in wenigen Schritten isolierbar 
sein und direkt den erf orderlichen Folgereaktionen \inter- 
worfen werden konnen. 

Die weiter oben angegebene Modif ikation des erf indungsgemafien 
Verfahrens die dies ermoglicht, besteht darin, daS die 
Quellen der Nucleinsauren wie eukaryontische und/oder 
prokaryontische Zellen und/oder Viren lysiert werden. 

Der AufschluS nucleinsaurehal tiger Quellen, wie eukaryon- 
tische xind/oder prokaryontische Zellen .und/oder Viren, kaim 
dabei vorzugsweise durch physikalische oder chemische 
Einwirkung erf ol gen. Dabei kann die Lyse entweder mechanisch 
wie mit Ultraschall oder durch osmotischen Schock oder 
chemisch mittels Detergenzien und/oder chaotropen Agenzien 
und/oder organischen Losungsmitteln (z.B. Phenol, CSilorofonn, 
Ether) oder alkalischem Aufschlufi erreicht werden. 

Diese Verfahrensweise fuhrt zur Preparation von Nucleinsauren 
mit hoher Reinheit und erlaubt es, eine qualitativ und 
quantitativ reproduzierbare Analytik durchzuf uhren, 
insbesondere in Kombination rait enzymatischen Verf ahren zur 
Amplif ikation von Nucleinsauren. Bs hat sich gezeigt, dafi 
Auf schluEmethoden mit Detergenzien und/oder chaotropen 
Agenzien, konzentrierten Salzlosungen, Reagenzien wie 
Hamstoff , Mischungen dieser Substanzen und/oder organischen 
Losungsmitteln oder physikalische Auf schlu&nethoden, wie 
Erhitzen einer Probe, die Folgeanwendungen erleichtert . Man 
erhalt bei Anwendung des erf indungsgeraaSen Verfahrens zum 
Beispiel kurzere zellulare DNA (< 50 kb) beziehungsweise 
Gesamtnucleinsauren aus Zellen und/oder Viren und/oder 
Korperf lussigkeiten. Die Reinigungsmethode (d.h. die Be- 
dingungen der Bindung und Elution der Nucleinsauren) fuhrt 
zu einer Fragmentierung der Nucleinsauren. 
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Die Kombination aus chaotropen Agenzien hoher lonenstarke 
und hydrophoben organischen oder anorganischen Polymeren 
und/oder Alkoholen und/oder Trichloressigsaure (TCA) im Ad- 
sorptionspuf fer gewahrleistet , daE die Nucleinsauren im 
Gegensatz zu herkommlichen Reinigungsverf ahren nach der Lyse 
quantitativ xind hochspezif isch an der Oberf lache des minera- 
lischen Tragermaterials wie Quarzfasem fixiert werden und 
so vor weiterfuhrenden Angriffen der Nucleasen geschutzt 
sind, wahrend kontaminierende Bestandteile des Lysates nicht 
binden. In diesem fixierten Zustand der Nucleinsauren konnen 
restliche kontaminierende Bestandteile leicht ausgewaschen 
werden, gefolgt von der Elution der sauberen Nucleinsaure 
in einem kleinen Volumen. Man erhalt so reproduzierbare 
Ketteniangen von durchschnittlich 20 bis 40 kb. Weniger als 
10% sind kurzer als 10 kb unter den Auf schlufibedingixngen, 
wie sie in den Beispielen 7 bis 9 be schrieben werden. Dies 
stellt eine optimale Langenverteilung fur eine anschliefiende 
enzymatische Nucleinsaureamplif ikation dar. 

Die spezielle Kombination von Salzen, insbesondere chaotropen 
Agenzien, und Alkoholen ermoglicht es erstmals, Nucleinsauren 
eines breiten Kettenlangenspektrums (10 - 100,000 Basenpaare) 
gleichzeitig zu isolieren xind zu reinigen. 

Die waErige Adsorptionslosung hoher Salzkonzentration enthalt 
1 bis 50 Vol.-% aliphatischen Alkohols einer Kettenlange von 
1 bis 5 C-Atomen oder Polyethylenglykol , 

Als mineralische Trager kommen porose oder nicht porose 
Materialien auf Basis von Metalloxiden und Metallmischoxiden 
in Prage, wie solche aus Silicagel, Materialien, die uber- 
wiegend aus Glas bestehen, Aluminiumoxid, Zeolithe, Titan- 
dioxid, Zirkondioxid. Insbesondere Zeolithe haben sich als 
mineralisches Tragermaterial bewahrt. 

Gegebenenfalls kann das mineralische Tragermaterial mit den 
daran adsorbierten Nucleinsauren mit einer Losung gewaschen 
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werden, die aufgrund eines relativ hohen Alkoholgehaltes eine 
Desorption der Nucleinsauren verhindert . 

Danach werden die adsorbierten Nucleinsauren mit einem Puffer 
geringer Salzkonzentration (lonenstarke) eluiert und die 
erhaltenen Nucleinsauren oder Nucleinsauref raktionen ge- 
sammelt . 

Als chaotrope Salze kommen Natriumperchlorat , Guanidin- 
hydrochlorid (GuHCl) , Guanidinisothiocyanat (GTC) , Kalium- 
iodid in Konzentrationen von 1 bis 8 M in Betracht . Nutzbar 
sind ebenfalls konzentrierte Salzlosungen > 1 M NaCl, KCl, 
LiCl etc, Reagenzien wie beispielsweise Kamstoff (> 1 M) 
und Kombinationen dieser Bestandteile . Die in der Losung der 
chaotropen Salze vorhandenen niederen Alkohole sind Methanol, 
Ethanol, Isopropanol, Butanol und Pentanol in Mengen von 1 
bis 50 .%, insofern siie in diesen . Bereichen mit Wasser 
mischbar sind. Die vorzugsweise verwendbaren Ethyl englykole 
weisen Molekulargewichte von 1.000 bis 100.000, insbesondere 
von 6.000 bis 8.000 auf. Das Polyethylenglykol kann dem 
Puffer hoher lonenstarke in Mengen von 1 bis 30 % zugesetzt 
sein. 

Die Partikelgr6£e der mineralischen Tragermaterialien betragt 
vorzugsweise 0,1 pan bis 1.000 fim. Werden porose mineralische 
Trager verwendet wie beispielsweise poroses Silicagel, 
poroses Glas, poroses Aluminiumoxid, Zeolithe weisen die 
Poren vorzugsweise eine PorengroSe von 2 bis 1.000 nm auf. 
Das Tragermaterial kann beispielsweise in Form loser 
Schuttungen vorliegen und mit den die zu trennenden und 
3='einigenden Nucleinsauren enthaltenden Losumgen in Kontakt 
gebracht werden. 

Vorzugsweise sind jedoch die porosen und nicht porosen 
Tragermaterialien als Filterschichten ausgebildet und in 
einem Hohlkorper mit Ein- und AuslaEof fnung angeordnet. Die 
Filterschichten bestehen entweder aus gerichteten (gewebten) 
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Oder ungerichteten Fasern aus Glas, Quarz, Keramik oder 
anderen Materialien wie Mineralien oder aus einer Membran, 
in der Silicagel angeordnet ist. 

Das erf indungsgemafie Verfahren ist in hervorragender Weise 
geeignet, Nucleinsauregemische zu trennen, insbesondere auch 
kurzkettige Nucleinsauren, die sich in den Kettenlangen nur 
geringfugig unterscheiden. So lassen sich be i spiels weise DNA- 
Fragmente einer GroEe von beispielsweise 100 bp von kleineren 
einzelstrangigen Oligonucleotiden zum Beispiel einem 3 9 mer 
trennen. Dabei wird die DNA-Ausbeute dann urn 60 bis 70 % 
gesteigert, verglichen mit anderen konventionellen Reini- 
gungsmethoden, wie Ultrafiltration, HPLC oder Verwendiing 
chaot roper Salze allein. 

. Bei Anwendung des erf indungsgemafien Verfahrens, bei dem der- 
Auf schliifi der Nucleinsauren enthaltenden Quellen im Aufnahme- 
(Adsorptions-) puffer erfolgt, wird eine Nucleinsaure- 
praparation mit bestimmten Langenspektrum der Nucleinsaure 
moglich. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren erlaubt es, Nucleinsaure- 
gemische jeglicher Herkxinft zu bearbeiten. So lassen sich 
Nucleinsauren aus biologischen Quellen wie Geweben jeder Art, 
Korperflussigkeiten wie Blut, Faeces nach entsprechender 
Probenvorbereittmg, die jedenfalls eine Aufnahme der Probe 
in einer Losung hoher Salzkonzentration, vorzugsweise hoher 
Konzentration an chaotropen lonen umfaSt, gewinnen. Auch 
Nucleinsauren, die durch chemische Reaktionen entstanden 
sind, wie solche, die durch Polymerasekettenreaktion (PGR) 
erhalten wurden oder Plasmid-DNA, genomische DNA und RNA 
und/oder Nucleinsauren, die aus Mikroorganismen stammen, 
lassen sich erf indungsgemSS trennen und reinigen. 

Das erf indungsgemaEe Verfahren ist ebenfalls geeignet, 
sogenannte Plasmid-DNA-Minipraparationen aus Escherichia Coli 
fur die anschlie&ende Klonierung oder Sequenzierung zu 
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verwenden; ebenfalls geeignet ist das erf indungsgem§Se 
Verfahren zur Isolierung von DNA und/oder RNA aus Vollblut, 
Plasma, Serum, Geweben, Zellkultur, Bakterien, insbesondere 
Mycobakterium tuberlosis, Viren wie Cytomegalie -Virus 
. (Nucleinsaure DNA) aus RNA-Viren wie HIV, Hepatitis B, 
Hepatitis C, Hepatitis-6. Nucleinsauren im Sinne des er- 
f indungsgema£en sind auch Oligonucleotide. Die Nucleinsauren 
konnen desweiteren aus Sequenzierreaktionen oder anderen 
vergleichbaren Reaktionen stammen. Die Praparation von DNA 
Oder RNA aus Vollblut ist inbesondere geeignet zur an- 
schlieEenden HLA-Typisierung. Das erf indungsgemaSe Verfahren 
ist insbesondere geeignet zur Isolierung von Nucleinsauren 
aus Mycobakterium tuberkulosis . Hierbei mussen recht 
drastische Auf schluSmethoden eingehalten werden, wobei 
konventionelle Isolierungstechniken nur unbef riedigende 
Resultate lief em. 

Eine im erf indungsgemaSen Verfahren vorzugsweise zu ver- 
wendende Vorrichtxing ist ein insbesondere zylindrischer 
Hohlkorper mit einer Ein- und Auslafiof fnung. In der Nahe der 
AuslaSof fniing, in FlieSrichtung der Ldsung durch den 
Hohlkorper gesehen, ist das mineralische Tragermaterial 
angeordnet, an welchem die Nucleinsatiren zu adsorbiert 
werden. Eine Einrichtung, die in einer bevorzugten Aus- 
fuhrungsform aus zwei ubereinander angeordneten, einen 
Zwischenraum bildenden Polyethylenf ritte besteht, fixiert 
das Tragermaterial, welches sich im Zwischenraum zwischen 
den Polyethylenf ritten befindet, in dem Lumen des Hohl- 
korpers. Die Einrichtung zur Befestigung des Tragermaterial s 
kann auch eine selbsttragende Membran sein, in der das 
Tragermaterial eingebettet ist. Die Befestigung des Tr^ger- 
materials bzw. der Binrichtungen, die das Tragermaterial 
fixieren, kann durch Reibungs- oder Spannungskraf te, wie sie 
beispielsweise durch Einklemmen dieser Einrichtungen in dem 
Hohlkorper entstehen, bewirkt werden und/oder durch eine 
Fixierung der Einrichtungen mit einem Spannring erfolgen. 
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Die PorengroSe der Einrichtung, vorzugsweise Polyethylen- 
oder Polypropylenfritten, mufi dabei grofi genug sein, um die 
Bestandteile des Lysates verstopf ungsf rei hindurchf lieSen 
2u lassen. Vorzugsweise haben die Einrichtungen eine 
Porengrofie von 5 bis 200 fim. Diese Vorrichtung erlaubt 
erstmals die einfache, schnelle und reproduzierbare 
Isolierung von Nucleinsauren auch aus hochviskosen Lysateh, 
die sehr viel Protein enthalten (z.B. Blutlysate, welche 
einen sehr hohen Hamoglobingehalt aufweisen) . 

In einer besonders bevorzugten Aus fuhrungs form ist das 
mineralische Tragermaterial eine netzartige Membran aus 
Silicagel-, Glas- oder Quarzfasem, mit einer PorengroEe 
< 5 ^m, an die die f reigesetzten Nucleinsauren adsorbiert 
wer den . 

Eine ebenfalls bevorzugte Ausfuhrungsf orm stellt eine 
Vorrichtung dar, bei der das mineralische Tragermaterial ein 
P^^i^®lfo3rmiges anorganisches Polymeres wie Kieselgel oder 
Quarzgel mit einer PartikelgrdSe von 1 bis 50 fim ist. 

Der Hohlkorper kann zum Beispiel ein handelsubliches Rohrchen 
sein. Zwischen den zwei eng eingepreSten Einrichtungen, zum 
Beispiel Polyethylenfritten mit einer Porengrofie von 50 bis 
200 fim, bef indet sich eine oder mehrere Lagen einer Membran 
mit 0,1 bis 1 groSen Poren, welche aus Silica-, Glas- oder 
Quarzfasem oder Kieselgelen besteht. Die Membran weist eine 
Dicke von ca. 0,2 bis 1,0 mm, insbesondere 0,6 mm auf. 

Die Kapazitat des Membrcuimaterials ist etwa 2 0 bis 100 /xg 
DNA. Durch CODereinanderlegen entsprechender Membranen laSt 
sich selbstverstandlich die Kapazitat fur DNA erhohen. Bei 
geringer mechanischer Belastung ist auch ein randstandiges 
Verschweii^en oder Verkleben der Membran denkbar, wodurch die 
stabilisierende Wirkung der Einrichtungen ent fallen kann, 
so dafi die Membran den Hohlkorper ohne die Einrichtungen 
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verschlieSt- Dabei kann die Membran durch das Aufsetzen eines 



Es ist ebenfalls moglich, mit dem beschriebenen Kieselgel, 
das zwischen 2 Polyethylen-Fritten mit einer PorengroSe von 
35 fim angeordnet ist, kleine Saulen zu fullen. Vorzugsweise 
wird die obere Einrichtung mit groSeren Poren (10 - 250 fim, 
insbesondere 50 |xm) gewahlt. Die Saulen werden vorzugsweise 
mit ca. 70 mg Silicagel entsprechend 3 mm Fullhohe beschickt. 

Bevorzugt ist auch die Anwendung des oben beschriebenen 
Verfahrens in Strips mit je 8 parallelen Praparations- 
moglichkeiten, im Mikrotitrationsplattenf ormat (96 Pra- 
parationsmoglichkeiten fast gleichzeitig) und/oder in 
Kombination mit einem Filtrationsschritt und/oder einem 
. Entsalzungsschritt . {Siehe Patent anmeldungen P 41 27 276.5, 
P 41 39 664.2 des gleichen Anmelders) . 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Vorrichtung wird 
eine 0,5 bis 1,5 mm dicke Polyethylenf ritte mit einer 
Porositat von ca. 10 fim in eine Zentrifugen-Chromato- 
grapbiesaule in Form eines im wesentlichen zylindrischen 
Hohlkorpers eingeklemmt. Dber diese Fritte ist eine etwa 
doppelt so dicke Schicht aus Silicagel einer PartikelgroEe 
von etwa 10 bis 15 ;xm und einer Porositat von 40 bis 120 A 
und mit einer zweiten Fritte, die von gleicher Art sein kann 
wie die erste Fritte, verschlossen. Vorzugsweise kann die 
Silicagelschicht durch Druck zwischen den Fritten komprimiert 
werden . 

Eine andere Ausfuhrungsf orm der Chromatographiesaule weist 
als Tragermaterial Glasf aserbruchstucke mit einer Lange von 
10 bis 3 00 /xm zwischen zwei Polyethylenf ritten auf , die eine 
Porositat von ca. 50 fim besitzen. Als Tragermaterial kommen 
auch Glasf aserpapiere , Quarzf aserpapiere , Glasf asergewebe 
und andere mineralische Papiere und Gewebe in Betracht . 



Spannringes im Hohlkorper fixiert werden. 
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Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsf onn der Vorrichtung weist 
eine Membran, in die.Silicagelpartikel eingebettet sind, in 
• der Nahe der AuslaEof fnung auf. In diesem Fall kann die 
vorzugsweise selbsttragende Membran insbesondere mit einetn 
Spannring fixiert werden. Als Silicagelmembran kommt in 
vorteilhafter Weise eine Empore-Silicagel -Membran der Firma 
3M in Betracht. Ebenfalls, insbesondere mit einem Spannring, 
last sich eine Silicalgelmembran bestehend aus Silicagel und 
porosem PVC im Lumen des zylindrischen Hohlkorpers 
befestigen. 

In einer bevorzugten Aus fuhrungs form des erf indungsgemaSen 
Verf ahrens wird die beschriebene Vorrichtung beispielsweise 
in einer ihrer Aus fuhrungs formen mit der Ldsung des zu 
trennenden Nucleinsauregemisches beschickt . Die L6sung wird 
dann durch Anlegen eines ttaterdrucks oder Zentrifugation oder 
gleichwirkende MalSnahme sowie Kombinationen davon durch den 
mineralischen Trager passiert. Dabei werden die NucleinsSuren 
an dem Tragermaterial adsorbiert, sofem die Ldsung eine hohe 
lonenstSrke (Salzkonzentration) auf weist. 

Die Erf indung wird anhand der nachf olgenden Beispiele nSher 
erlauteirt . 

Beispiel 1 

Isolierung von high copy Plasmid-DKA 

Das Plasmid pUC 18 enthaltende E. coli Zellen aus einer 3 
ml HB 101 Kultur werden abzentrifugiert xind in 0,25 ml Puffer 
PI (10 mM Tris-HCl. pH 8, 100 Mg/ml RNAseA) resuspendiert 
und durch die Zugabe von 0,25 ml Puffer P2 (0,2 M NaOH. 2% 
SDS) lysiert. Die Probe wird durch die Zugabe von 0,35 ml 
Puffer N3 (4,2 M Guanidinhydrochlorid, 0,9 M K-Acetat, pH 
4,8) neutralisiert und gleichzeitig auf eine Endkonzentration 
von 1,75 M GuHCl eingestellt. Diese Konzentration gewahr- 
leistet eine Bindung ohne weitere Schritte. Die lysierte 
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Probe wird 10 min. bei 13.000 rpm in einer Eppendorf -Mini- 
zentrifuge abzentrifugiert , urn die Zellbruchstucke und das 
ausgefallene SDS zu entfemen. Der Uberstand mit der Plasmid- 
DNA wird sofort auf eine Zentrif ugen-Chromatographiesaule 
pipettiert. Die Zentrif ugen-Chromatographiesaule wird in 
einem 2 ml Zentrif ugenrohrchen zentrifugiert und durch 
nochmaliges Zentrif ugieren von 0,5 ml PB Puffer (5 M Guani- 
dinhydrochlorid, 30 % Isopropanol) gewaschen, um Verun- 
reinigungen und Proteine zu entfemen. Die Zentrif ugen- 
Chromatographiesaule wird 1 x durch Durchzentrif ugieren von 
80 % Ethanol/Wasser salzfrei gewaschen und anschlieSend 30 
bis 60 sec. zentrifugiert, um das uberschussige Ethanol 
komplett zu entfemen. Zur Elution werden 0,05 - 0,2 ml 
Elutionspuffer (10 mM Tris-HCl, pH 8,5) durch die Zentri- 
fugen-cairomatographiesaule in ein 1,5 ml- Zentrif ugenrohrchen 
zentrifugiert. Die Plasmid-DNA liegt jetzt in konzentrierter 
Form in einer Losung mit sehr niedriger Salzkonzentration 
vor. Die Ausbeute betragt 15 fig bis 20 /ig Plasmid-DJ3A mit 
einem A260/A280 Verhaltnis von 1,75. 

Beispiel 2 

Isolierung von high copy Plasmid-DNA aus 5 ml Kulturen 

Nach Beispiel 1 wird ein Zell-Lysat einer 5 ml Plasmid pUC 
18/XL 1 Blue Kultur hergestellt und durch eine Zentrifugen- 
Chromatographiesaule, welche eine Silicalgelschiittung 
enthalt, zentrifugiert und gewaschen. Die Plasmid-DNA wird 
mit 0,1 ml auf BO°C erwarmtem TE-Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 
8,5, 1 mM EDTA) eluiert . Die Ausbeute betragt 15 - 20 ^g 
Plasmid DNA mit einem A260/A280 Verhaltnis von 1,7. 
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Beispiel 3 

Isolierung von low copy Plasmid-DNA 

Nach Beispiel 1 wird ein Zell-Lysat einer 5 ml Flasmid 
PBR322/XL 1 Blue Kultur .hergestellt und durch eine Zentri- 
fugen-Chromatographiesaule mit einer Glas- oder Quarzfaser- 
membran zentrifugiert und gewaschen. Die Plasmid-DNA wird 
mit 0,1 ml auf 80*>C erwarmten TE- Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 
8,5, ImM EDTA) eluiert . Die Ausbeute betragt 5 - 10 /ig 
Plasmid DNA mit. einem A260/A280 Verhaltnis von 1/7. 

Beispiel 4 

Reinigung von Amplif Ikationsprodiikten 

Eine 100 /il PCR-Amplif ikationsreaktion wird mit 500 /xl Puffer 
PB (5 M GuHCl, 30% Isopropanol) vermischt, wobei ein vor- 
heriges Abtrennen des den Reaktionsansatz iiberschichtenden 
Paraffinols nicht notig ist. Dieses Gemisch wird auf eine 
Zentrifugen-Chromatographiesaule, welche eine Silicagel- - 
m^nbran enthalt, pipettiert und in einem 1,5 ml Zentrifugen- 
rohrchen zentrifugiert. Die Zentrifugen-Chromatographiesaule 
wird durch Behandeln mit 80% EtOH/Wasser annahemd salzfrei 
gewaschen. Zur Elution werden 50 /zl Elutionspuf f er (10 mM 
Tris, pH 8,5) durch die Zentrifugen-Chromatographiesaule in 
ein anderes Zentrif ugenrohrchen zentrifugiert . Das so 
gereinigte PGR Produkt. ist frei von Primern, dNTPs, Poly- 
merase vind Salzen und kann beispielsweise direkt fur eine 
Sequenzier\ingsreaktion in einem ABI- Sequencer xinter Ver- 
wendung des "Cyle-r Sequencing" Protokolls eingesetzt werden. 
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Beispiel 5 

Reinigiing von DNA nach Restriktionsreaktionen 

1 fxg DNA wird mit einer Restriktionsendonuclease behandelt. 
Diese DNA Restriktionsreaktion wird nach Beispiel 4 mit 500 
/il PB Puffer vermischt und es wird weiter wie in Beispiel 
4 verfahren. Die nach Elution erhaltene DNA ist frei von 
Restriktionsendonucleasen und Salzen, das. 260/280 Verhaltnis 
betragt 1,8. 

Beispiel 6 

Reinigung von DNA nach enzymatischer radioEiktiiver Markierung 

1 fig DNA werden mit Hilfe des Oligolabellings , in Anwesenheit 
von Gamma P32-ATP radioaktiv markiert . Der Reaktionsansatz 
wird wie in Beispiel 4 behandelt. Hierdurch wird die 
markiert e DNA von nicht eingebauten dNTPs, Gamma -P3 2 ATP, 
Salzen iind Kl enow -Polymerase gereinigt und kann direkt fur 
die Hybridisierungsreaktion eingesetzt werden. 



Beispiel 7 

Nucleinsaure-Praparation aus Blut 

Gesamt-Nucleinsaure-Praparation aus Blut: 200 ^^1 Citrat-, 
Heparin- oder EDTA-Blut werden in einem 1.5 ml PPN-Rohrchen 
mit 200 /il einer Losung aus einem 4 - 8 M chaotropen Salz 
(Guanidinhydrochlorid (GxiHCl) , Guanidinisothiocyanat (GTC) , 
Kaliumjodid) , evtl. einem organischen Losungsmittel (Phenol, 
Chloroform, Ether) und einem 5 - 100 %igen Detergens (NP40; 
Tween 20, Triton X-100, SDS, CTAB) versetzt . AnschlieSend 
werden 200 -1000 fig einer Protease zugefiigt und es wird fur 
10 min. bei 70 ®C oder fur langere Zeit bei niedrigeren 
Temperaruren {z.B. 30 min bei Rauratemperatur) inkubiert . In 
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diesem Schritt erfolgen gleichzeitig die effiziente Lyse 
aller eukaryontischen tmd/oder prokaryontischen Zellen 
und/oder Viren (gleichzeitige Inaktivierung infektioser 
Pathogene) uxid Denaturierung und enzymatischer Abbau von 
Proteinen (gleichzeitig Entf ernung der an die Nucleinsauren 
gebundenen Proteine) . Durch Zugabe von 210 fil eines 95 - lOO 
%igen Alkohols (Methanol, Ethanol, n-Propanol, Isopropanol, 
PEG, sekundare iind tertiare, kurz- oder langkettige Alkohole) 
werden fur NucleinsSuren hochspezif ische Bindebedingungen 
erzeugt und das so eingestellte Lysat wird auf die 
Vorrichtung aufgetragen. Durch Zentrifugation oder Druck wird 
das Lysat sodann durch die Membran oder Gelmatrix geleitet, 
wobei die Nucleinsauren reversibel an die Membranfasera oder 
Gelpartikel binden. Hit 0,7 ml 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl 
pH 7,5, 30 - 80% eines reinen Alkohols (Methanol, Ethanol, 
n-Propanol, Isopropanol, PEG, sekvmdSre vmd tertiare, kurz- 
oder langkettige Alkohole) oder eines Alkoholgemisches werden 
die Verunreinigungen wie Proteine > HSm, Heparin, Eisenionen, 
Metabolite etc. ausgewaschen. Die DNA wird entweder mit einem 
NiedrigsalzpuiEfer (10 mM Tris-HCl pH 9,0) oder destiliertem 
(deionisierten) Wasser eluiert . Der Vorteil dieser 
Elutionsverfahren besteht darin, dal§ die so gewonnene DMA 
direkt ohne weitere Fallungs- oder Drapuf f erungsschritte in 
Polgereaktionen, insbesondere der PGR, eingesetzt werden 
kSnnen. Die Praparation von Nucleinsauren aus anderen 
Korperflussigkeiten wie z.B. Sperma, Sputum, Urin, Stuhl, 
Schweifi, Speichel, Nasenschleim, Serum, Plasma, Liquor etc. 
ist auch moglich. 

Diese einfache Methode zur Isolierung von Nucleinsauren weist 
ein hohes Axitomatisierungspotential insbesondere in Ver- 
bindvmg mit den AnmeldungsgegenstSnden der DE-A 41 27 276.5, 
WO 93/11218, WO 93/11211 und DE-A 41 39 664.2 auf. 
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Beispiel 8 

Gesamt-Nucleinsaure-Praparation aus geringsten Blutmengen 
Oder Spuren 

1 - 50 A^l Citrat-, Heparin- oder EDTA-Blut, oder gefrorenes 
und wieder aufgetautes Blut, oder renaturiertes Blut aus 
getrockneten Spuren in Textilgewebe, werden in einem 1,5 ml 
PPN-Rohrchen mit 1 - 50 /xl einer Losung aus einem 4 - 8 M- 
chaotropen Salz (Guanidinhydrochlorid> Guanidinisothiocyanat , 
Kaliumjodid) , evtl . einem organischen Losungsmittel (Phenol, 
Chloroform, Ether) und einem 1 - 100 %igen Detergenz (NP40; 
Tween 20, Triton X-100, BBS, CTAB) versetzt . AnschlieSend 
werden 1 - 200 /zg einer Protease zugefiigt und es wird fur 
1 min: bei 70*>C oder fur langere Zeit bei niedrigeren 
Temperaturen (z.B. 10 min bei Raumtemperatur) inJcubiert . 

In diesem Schritt erfolgen gleichzeitig die effiziente Lyse 
aller eukaryontischen und/oder prokaryontischen Zellen 
tind/oder Viren (gleichzeitige Inaktivierung infektioser 
Pathogene) irnd Denaturierung und enzymatischer Abbau von 
Proteineh {gleichzeitig Entf emung der an die Nucleinsauren 
gebundenen ProtedLne) . Durch Zugabe von 1/2 Volumen eines 95 - 
10 0 %igen Alkohols (Methanol, Ethanol, n-Propanol, 
Isopropanol, sekmdare und tertiare, kurz- oder langkettige 
Alkohole) oder organischen Polymeren (PEG) werden fur 
Nucleinsauren hochspezif ische Bindebedingungen erzeugt und 
das so eingestellte Lysat wird auf die Vorrichtung 
aufgetragen* Durch Zentrif ugation oder Druck wird das Lysat 
sodann durch die Membran oder Gelmatrix geleitet, wobei die 
Nucleinsaioren reversibel an die Membranf aseim oder Gel- 
partikel binden. Mit 0,7 ml 100 mM NaCl, 10 Tris-HCl pH 
7,5, 30 80% eines reinen Alkohols (Methanol, Ethanol, n- 
Propanol, Isopropanol, PEG, sekundare und tertiare, kurz- 
oder langkettige Alkohole) oder eines Alkoholgemisches werden 
die Verxmreinigungen wie Proteine, Ham, Heparin, Eisenionen, 
MetcJDolite etc. ausgewaschen . Die DNA wird entweder mit einem 
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Niedrigsalzpuffer (xo mM Tris-HCl pH 9,0) oder destilliertem 
(deionisierten) Wasser eluiert. Der Vorteil dieser Elutions- 
verfahren besteht darin, daE die so gewoimene DNA direkt ohne 
weitere Fallungs- oder Umpuf f erungsschri t t e in 
Folgereaktionen, insbesondere der PGR, eingesetzt warden 
kann. 

Dieses Verfahren ist auch zur Preparation von Nucleinsauren 
aus kleinsten Mengen anderer Korperf lussigkeiten (Sperma, 
Sputum, Urin, Stuhl , Schweifi, Speichel, Nasenschleim, Serum, 
Plasma, Liquor etc.) oder getrockneten Spuren derselben 
geeignet. 

Diese einf ache Methode z\ir Isolierung von Nucleinsauren weist 
. ein hohes Automatisierungspotential insbesondere in Ver- 
bindung mit den Anmeldungsgegenstanden der DE-A 41 27 276.5, 
WO 93/11218, WO 93/11211 und DE-A 41 39 664.2 auf . 

Beispiel 9 

Gesamt-Nucleinsaure- Preparation aus Gewebe 

100 fig bis 10 mg eines Gewebes werden in einem PPN-Rohrchen 
mit einer Losung aus einem 4 - 8 .M chaotropen Salz (Guanidin- 
hydrochlorid , Guanidinisothiocyanat , Kalium j odid) , evt 1 . 
einem organischen Losungsmittel (Phenol, Chloroform, Ether) 
xmd einem 5 - 100 %igen Detergens (NP40; Tween 20, Triton 
X-100, SDS, CTAB) versetzt und mit Hilfe eines kommerziell 
erhaltlichen Homogenisators oder durch Morsern in f lussigem 
Stickstoff homogenisiert . AnschlieSend werden 100 - 1000 /xg 
einer Protease zugefugt und es wird fur 10 - 20 min. bei 70 «C 
Oder fur langere Zeit bei niedrigeren Tetnperaruren (z.B. 30 - 
60 min bei Raumtemperatur) inkubiert. In diesem Schritt 
erfolgen gleichzeitig die effiziente Lyse aller eukaryon- 
tischen und/oder prokaryontischen Zellen und/oder Vireh 
(gleichzeitige Inaktivierung infektioser Pathogene) und 
Denaturierung und enzymatischer Abbau von Proteinen 
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(gleichzeitig Entfemung der an die Nucleinsauren gebtmdenen 
Proteine) . Durch Zugabe von ^ Volumen eines 95 - 100 %igen 
Alkohols (Methanol, Ethanol, n-Propanol, Isopropanol, PEG, 
se)cundare imd tertiare, kurz- oder langkettige Alkohole) 
werden fur Nucleinsauren hochspezif ische Bindebedingungen 
erzeugt und das so eingestellte Lysat wird auf die 
Vorrichtung aufgetragen. Durch Zentrifugation oder Druck wird 
das Lysat sodann durch die Membran oder Gelmatrix geleitet, 
wobei die Nucleinsauren reversibel an die Membranf asem oder 
Gelpartikel binden. Mit 0,7 ml 100 mM NaCI, 10 mM Tris-HCl 
pH 7,5, 30 - 80% eines reinen Alkohols (Methanol, Ethanol, 
n-Propanol, Isopropanol, PEG, sekundare und tertiare, kurz- 
oder langkettige Aikohole) oder eines Alkoholgemisches werden 
die Verunreinigungen wie Proteine, Ham, Heparin, Eisenionen, 
Metabolite etc. ausgewaschen . Die DNA wird entweder mit eihem 
Niedrigsalzpuffer (10 mM Tris-HCl pH 9,0) oder destilliertem 
(deionisierten) Wasser eluiert. Der Voirteil dieser Elutions- 
verfahren besteht darin, daE die so gewonnene DNA direkt ohne 
weitere Fallungs- oder Un^uf f ertingsschritte in Folge- 
reaktionen, insbesondere der PGR, eingesetzt werden konnen. 

Diese einfache Methode zur Isolierung von Nucleinsauren 
funktioniert reproduzierbar aus alien Geweben, u.a. auch aus 
Tumoren \md weist -ein . hohes Automatisierungspotential, 
insbesondere in Verbindxmg mit den Anmeldungsgegenstanden 
der DE-A-41 27 276.5, WO 93/11218, Wo 93/11211 und 
DE-A-41 39 664.2 des gleichen Anmelders auf. 

Beispiel 10 

Reinigung voii DNA-Pragmenten aus Agarosegelen' 

Ein DNA- Fragment wird in einem Agarosegel (TAE oder TBE 0,5 - 
2% aufgetrennt. Das zu isolierende DNA- Fragment wird aus dem 
Gel ausgeschnitten und in einem 1,5 ml Eppendorf -Gef aS mit 
300 Ml QXl Puffer (7 M NaPO,, lO mM NaAc, pH 5,3) vermischt . 
Nach 10 minutiger Inkubation bei 50«>C hat sich die Agarose 



# 
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aufgeldst. Diese Losung ward auf eine Zentrif ugen-Chromato- 
graphiesaule nach Beispiel 1 gegeben und durchzentrif ugiert . 
Die Zentrif ugen-ChxoTnatographiesaule wird nun mittels 
Zentrif ugieren von 80% Ethanol/Wasser durch die SSule 
salzfrei gewaschen vmd anschlieSend 1 min. zentrif ugiert, 
um uberscMssiges Ethanol koniplett zu entfemen. Zur Elution 
werden 0,05 ml Elutionspuf f er (lO mM Tris-HCl, pH 8,5) auf 
die ChromatographiesSule gegeben und durchzentrif ugiert . 

Beisniel 11 

Reinigung von DNA- Fragment en aus Polyacrylamid (PAA) -Gelen 

Das zu isolierende DNA-Fragment wird aus dem PAA- Gel ausge- 
schnitten xmd in ein 2 ml Eppendorf -Gef aS uberfuhrt, zer- 
kleinert und mit 500 /zl PAA-Elutionspuf f er (500 mM NH^Ac, 100 
mM MgACj, 1 mM EDTA, 0,1 % SDS) vermischt. Das Gemisch wird 
30 min. bei 50oc inkubiert ^xad anschlieBend mit 300 ^ll QXl 
Puffer versetzt und uber eine Zentrif ugen- Chroma tographie- 
saule zentrif ugiert . Die Zentrifugen-Chromatographiesaule 
wird nun mit 80% Ethanol/Wasser salzfrei gewaschen und 
ansdilieSend l min. zentrif ugiert, um uberschussiges Ethanol 
komplett zu entfemen. Zur Elution werden 0,1 ml Elutions- 
puffer (10 mM Tris-HCl, pH 8,5) auf die Chromatographiesaule 
gegeben und durchzentrif ugiert . 

Beispiel 12 



Reinigung von groBen (> 3.000 bp) PCR-Frageraenten 

Eine 100 /xl PCR-Antplif ikationsreaktion wird mit 500 iil Puffer 
QXB (5 M GuHCl) vermischt, wobei ein vorheriges Abtrennen 
des den Reaktionsansatz uberschichtenden Paraffinols nicht 
notig ist. Zur weiteren Auf reinigung wird wie in Beispiel 
4 verfahren. 
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Beispiel 13 



Reinigiing von einzelstrangigen PCR-Produkten 



Ein 100 ^tl Amplif ikationsansatz einer asymetrischen PCR wird 
mit 500 fil PB-Puffer (5 M GiiHC, 30 % Isopropanol) vermischt. 
Zur weiteren Auf reinigung wird wie in Beispiel 4 verfahren. 
Zur Elution werden 0,05 ml Elutionspuf f er (10 mM Tris-HCl, 
pH 8,5) auf die Chromatographiesaule gegeben und durch- 
zentrifugiert . Das Eluat enthalt ca. 90% des einzelstrangigen 
PCR-Produktes, welches direkt fur die zweite Amplif ikat ion 
Oder zum Sequenzieren eingesetzt werden kann. 



Beispiel 14 

Gesamt-Nucleinsaurepraparation aus Gewebe oder Zellen 

Bis 2u 50 mg eines Gewebes oder bis zu 10* Zellen werden in 
400 ^1 einer gepufferten chaotropen Losung (4 M GTC, 25 mM 
Natritimcitrat pH 7,5, 2% 2 -Mercaptoethanol ) - gegebenenf alls 
versetzt mit einem 5 - 100 %--igem Detergens {NP4 0, Tween 20, 
Triton-X-100, SDS, CTAB, Sarkosyl) - homogenisiert . In diesem 
Schritt erfolgen gleichzeitig die effiziente Lyse aller 
eukaryontischer und/oder prokaryontiscben Zellen vmd/oder 
Viren (gleichzeitige Inaktivierung infektioser Pathogene) 
und Denaturierung von Proteinen ( insbesondere Ribonucleasen; 
gleichzeitig Entf emung der an die Nucleinsaiiren gebundenen 
Proteine) . Durch Zugabe von 260 /il eines 100 %-igen Alkohols 
(Methanol , Ethanol , n- Propanol , Isopropanol ) werden fur 
Nucleinsauren hochspezif ische Bindebedingungen erzeugt. Das 
so eingestellte Lysat wird auf die Vorrichtung aufgetragen. 



AnschlieSend werden Verunreinigungen wie Proteine, Ham, 
Heparin, Metabolite und Polysaccharide mit 700 /il eines 
Waschpuffers bestehend aus 1 M GTC, 25 mM Tris/HCl, pH 7,5, 
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40 % eines Alkoholes (Methanol, Ethanol, n-Propanol, Iso- 
propanol) sowie 700 ^1 eines Waschpuf f ers bestehend aus 10 
mM Tris/HCl, pH 7,5, 80% eines Alkoholes (Methanol, Ethanol, 
n-Propanol, Isopropanol) ausgewaschen. Die Nucleinsauren 
werden entweder mit einem Niedrigsalzpuf f er (10 mM Tris, pH 
7,5) Oder destilliertem (deionisiertem) Wasser eluiert . 
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PatentanspriQche 

1. Verfahren zur chromatographischen Reinigung und 
Trennung von Nucleinsauregemischen durch Adsorption der 
zu trennenden und reinigenden Nucleinsauren aus einer 
Losimg, die eine hohe Salzkonzentration (lonenstarke) 
und/oder eine hohe Alkoholkonzentration aufweist an 
einen Trager, gefolgt von einer Desorption von dem 
Trager mittels einer Losung mit geringerer Salzkonzen- 
tration (lonenstarke), dadurch gekennzeichnet, daS das 
Nucleinsauregemisch 



an einem porosen oder nicht porosen mineralischen 
Trager aus Metailoxiden ujid/oder Metallmisch- 
oxiden, Silicalgel, Materialien, die uberwiegend 
aus Glas bestehen, Aluminiumoxid, Zeolithe, 
TitcUidioxid, Zirkondioxid aus einer waSrigen 
Adsorptionslosung mit hoher Salzkonzentration 
(lonenstarke) und mit 1 bis 50 Vol.-% ali- 
phatischen Alkohols einer Kettenlange von - 
und/oder Polyethylenglykol (PEG) und/oder hydro- 
phobe, anorganische und/oder organische Polymere 
und/oder organische Saure, wie Trichloressigsaure 
(TCA) , adsorbiert wird, 

gegebenenfalls mit einer Waschlosiing gewaschen und 
danach 



mit einer Losxmg geringerer Salzkonzentration 
(lonenstarke) eluieft. wird und die erhaltene 
Nucleinsaure oder Nucleinsaurefraktion gesammelt 
wird • 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei als Salze in der 
Adsorptionslosung chaotrope Salze verwendet werden wie 
Natriumperchlorat , Guanidinhydrochlorid , Guanidin- 
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isothiocyanat, Natriumjodid in Konzentrationen von 1 
bis 8 M. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, wobei die 
lonenstarken der Salzlosungen mit 1 bis 10 M Lithium- 
chlorid, Natriumchlorid, Kaliumchlorid, Natriumacetat , 
Reagenzien wie z. B. Hamstoff und/oder Mischungen 
davon eingestellt wird. 

4. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 3, 
wobei die PartikelgroSe des mineralischen Trager- 
materials 0,1 fim bis 1.000 ;xm betragt. 

5- Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 4, 
wobei verwehdete porose mineralische Tragermaterialien 
eine PorengroSe von 2 bis 1.000 nm aufweisen. 

6 . Verf ahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 5, 
wobei die por6sen oder nicht porosen Tragermaterialien, 
insbesondere Zeolithen, in Form von losen Schuttungen 
vorliegen. 

7. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 5, 
wobei die porosen oder nicht porosen Tragermaterialien, 
insbesondere Zeolithen, als Filterschichten ausgebildet 
sind in Form von Filterschichten aus Glas, Quarz oder 
Keramik und/oder einer Membran, in der Silicagel 
angeordnet ist umd/oder als Partikel oder Fasern aus 
mineralischen Tragem und Geweben aus Quarz oder 
Glaswolle vorliegen. 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspnuche 1 bis 7, 
wobei die zu trennenden und zu reinigenden Nuclein- 
sauren aus biologischen Quellen wie Zellkulturen, 
Geweben jeder Art, Korperf lussigkeiten wie Blut, 
Plasma, Serum, Urin, Faeces, Mikroorganismen wie 
Bakterien , insbesondere Mycobakteriumtuberkulosis , 
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Viren wie Cytotnegalie-Virus , HIV, Hepatitis B, 
Hepatitis C, Hepatitis- 6 -Virus, stammen, die Nuclein- 
sauren durch Polymerasekettenreaktion (PCR) erhaltene 
Produkte, Plasmid-DNA, genomische DNA, RNA, Nuclein- 
sauren aus Mikroorganismen wie Plasmid-DNA, chromo- 
somale DNA oder RNA imd/oder Nucleinsauren aus Sequenz- 
analysen sind. 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 8, 
wobei die Nucleinsauren nach Fraktionierung zu weniger 
als 10% kurzer als 10 kb sind. 

10. . Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 9, 

wobei die Nucleinsauren Oligonucleotide sind. 

11. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 10, 
wobei nach der Lyse der Probe die Einstellung von 
Adsorptionsbedingiingen an Silicagel in einem einzigen 
Schritt erfolgt- 

12 - Verfahren nach Anspruch 11 , wobei zur Preparation von 
Plasmiden nach der alkalischen Lyse der Probe die 
Einstellung von Adsorptionsbedingungen an Silicagel in 
einem einzigen Schritt erfolgt 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, wobei zur 
PlasmidprSparation die Adsorption des Plasmids in 
Gegenwart von Detergenzien erfolgt. 

14 . Verwendxing des Verf ahrens nach mindestens einem der 
Anspruche 1 bis 13 zur Reinigung und Trennung von 
Nucleinsauref ragmenten nach Modif izierungsreaktionen . . 

15. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verf ahrens nach einem 
der Anspruche l bis 13 aus einem Hohlkorper mit Ein- 
und AuslaSof fnung, wobei ira Lumen des Hohlkorpers eine 
Einrichtting angeordnet ist, die das Tragefmaterial zur 
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Adsorption der zu trennenden Nucleins^uren fixiert, 
dadurch gekennzeichnet , dafi 

die Einrichtung zwei ubereinander angeordnete, 
einen Zwischenraum ausbildenden Polyethlenf ritten 
sind, wobei das Tragermaterial zwischen den 
Polyethylenfritten angeordnet ist oder 

die Eixirichtung eine selbsttragende Membran ist, 
in welcher das Tragearmaterial eingebettet ist. 

.16. Vorrichtting nach Anspruch 15, wobei die Befestigung der 
Einrichtungen im Lumen des Hohlkorpers durch Reibungs- 
und/oder Spannungskraf te und/oder durch Pixierung mit 
einem Spannring erfolgt. 

17. WaSrige Losung enhaltend Salze hoher Konzentrationen 
und 1-50 Vol-%, - Alkohole und/oder PEG 
■und/oder hydrophobe anorganische und/oder organische 
Polymere . 

18. Verwendung einer Losung nach Anspruch 17 als Puffer- 
losung zur Bindung von Nucleinsauren an mineralische 
Trager aus Nucleinsauren enthaltenden Gemischen. 



19. 



Zusanimenstelliingen in Kit form enthaltend eine waSrige 
Losung nach Anspnjch 17 sowie Vorrichtungen nach einem 
der Anspruche 15 und/oder 16. 
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